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論 文 内 容 要 旨
第1章 緒論
プロスタグランジン(Prostaglandin:PG)はアラキ ドン酸等のエイコサポ
リエン酸から動物組織で合成され る多機能性の生理活性物質であり、生体各組
織の機能をごく微量で調節する局所ホルモンとして注 目されてきた。PGの多岐
にわたる生理作用についてはこれまで生殖器官における機能を中心に解明され
てきたが、骨格筋においてはタンパ ク質代謝の調節因子 として関与することが
示唆されている。しかし、PGの骨格筋タンパク質代謝調節作用は実験条件や報
告者によって異な り、未だ一致 した見解が得 られていないだけでなく、その作
用機構についても明 らかにされていない。
骨格筋のタンパク質代謝は動物の生育時期によって大きく異なる。特 に動物
の胚発生時期およびそれに引き続 く哺乳期(鶏 では艀化直後)は 筋肉のタンパ
ク質代謝が充進 している時期であ り、同時に骨格筋の筋形成が極めて活発な時
期でもある。また、鶏 の胚発生期および艀化後数 日間における主要な栄養供給
源は卵黄であ、卵黄 にはPG前駆体であるアラキ ドン酸などの多価不飽和脂肪酸
群が特徴的に多く含まれている。 したがって、卵黄は栄養源として利用される
のみな らず、卵黄に由来する成分はこの時期における機能調節物質 としても機
能 しているものと考え られる。これ らのことか ら、胚発生期および初期成長時
の鶏の骨格筋におけるタンパク質代謝 と筋形成には、卵黄に由来するPGがその
調節因子 として関与していることが推測できる。
また、初期成長時はタンパク質代謝だけでな く、多 くの栄養 ・代謝 ・生理が
変動する時期でもある。これまで、初期成長時の栄養条件を変化 させることに
より、成熟時における体組成や代謝 を調節可能であることが明らかにされてい
る。 このように、初期成長時は動物の成長(生 産性)と 代謝を制御する上で重
要な時期である。したがって、胚発生期および初期成長時の代謝特徴に注 目し
て骨格筋タンパク質代謝と筋形成に対するPGの作用 と作用機作を理解すること
は、PGの生理作用 を生理化学的に解明するだけでな く、畜肉生産性の向上を図
る応用的観点での意義が極めて大きい。
本研究は骨格筋のタンパク質代謝 と筋形成に対す るPGの作用 とその作用機作
を解明す ることを目的とした。そのために、鶏骨格筋の初代細胞培養系を作成
し、筋細胞の増殖、分化、タンパク質蓄積に対するPGの作用をinvitro条件下
で詳細に検討 した。さらに、筋細胞の増殖、分化 、筋形成に関わる遺伝子の発
現等を調べることによ り、PGによる筋形成の制御機構の一端を明らかにす ると
ともに.、制御の可能性について考察 した。
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第2章 鶏骨格筋細胞の初代培養実験系の確立
筋肉タンパク質代謝 に対す るPGの 作用を検討するに当たって、筋細胞が動
物生体内で常に暴露されている様々な因子の相互作用 を排除した、 より単純 な
培養細胞実験系 を用いることが有効である。これまでの筋細胞培養系 としては
、鶏胚の筋 肉か ら筋細胞 を採取する方法が一般的に行われてきたが、この方法
では線維芽細胞や血管内皮細胞 などの混入が比較的多)～ことが問題視 されてい
る。本研究では より実際的な骨格筋細胞の培養実験系 を作成す る目的で、艀化
後1日齢のヒナか ら筋細胞 を採取 した初代筋細胞培養系 を作成することを試み
た。
そ こで本章では、鶏 ヒナの長趾伸:筋か ら山ロら(1991)の方法で筋衛星細胞由
来の筋細胞 を調製 し、細胞培養に用いるための細胞数、培養ステージなど、合
目的的な実験条件 を設定 した。
本 培養 実験 にお いて培養 した筋細胞 は培養開始 後1～2日 にかけて筋細胞 の
増殖 が見 られ、2～4日 にかけては筋管形成、 さ らに4～7日 で筋管 の成長が
認 め られた(Fig.2・1)。筋細胞の総 タンパ ク質量 お よびDNA量 も培養 時 間の経過
と共 に増加 し、:筋肉 タンパ ク質の蓄積 を確 認 した(Fig.2・2)。本培 養系の筋細
胞 にはPG合成酵 素で あるシクロオキシゲナーゼ』(COX・H)が 存在 す るこ と
を抗 体 を用 い て確 認 した(Fig.2・3)。細胞 内PG合成 を阻害す るた めにアス ピ
リン添加 を行 った ところ、細胞 のDNAお よびタ ンパ ク質量 に影響 す る ことな く
PG合成 をほぼ完全 に抑制 した。 また、培 地中に添加す る牛胎仔 血清(FBS)と
鶏胚抽 出物(CEE)の 濃度 を下 げた条件 での培養 に も成功 した 。
培 養実験 で は培養 時間 を適宜設定す るのが有 用であ るが、以上 の結 果か ら、
FBSおよびCEEの濃 度 を低下 させた培 地にアス ピリンを添加 して、筋細胞 の増
殖 は培養 開始 後1～2日 に、分化 は3～4日 に、 タンパ ク質蓄積 は4～7日
に、PG処 理 を開始 す るこ とが望 ましい と考 え られた。
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第3章 鶏骨格筋細胞における
PGのタンパク質蓄積促進作用
骨格筋タンパク質代謝に対してPGE2はタンパク質分解を促進 してタンパク質
蓄積 を減少させ、PGF2αは合成を促進 してタンパク質蓄積を増加 させることが
示唆されてきた。しか し、未だに必ず しも一貫 した見解は得られていない。木
章では この2つ のPGに焦点を当て、第2章 にて作成 したi鶏の筋細胞の培養実験
系を用いてタンパク質蓄積に対する影響を検討 した。
本培養 系においては、PGE2,PGF2αの両者 ともに細胞内DNA量 を増加 さ
せ、 タ ンパク質蓄積 を有意 に増加 させた(Fig.3・1,Fig.3・2)。PGE2(0～
100μM)およびPGF2α(0～10μM)の同時添加 を行 った ところ、細胞 内タ ンパ
ク質量 およびDNA量 ともに両PGの 添加 によ り増加 し、PGF2αの よ りもPGE2の
作用 が比較的大 きいものの、両者の相 加 ・相 乗作用 は認 め られなか った(Fig.
3-3,Fig.3-4)。細胞 内 ミオシン量はPGE2(1～100μM)およびPGF2α
(10晒M)の添加 で増加 した(Fig.3-5)。
本実験 においてPGE2,PGF2αの両者 ともに筋細胞 のタンパ ク質 蓄積作用 を促
進す る ことが明 らかとな った。 また、両PGの 作用 はほぼ同様で、両者 間に相
加 ・相 乗作用は認 め られ なかった。次章以降で はPGE2を中心 に してPGの 筋形'
成 に対す る機能 を検討 した。
第4章 骨格筋細胞におけるPGE2の分化促進作用
前章 示 したPGE2の筋細胞 にお けるタンパ ク質蓄積促進作用 は、筋細胞 の増殖
促進 によるのか 、分化促進 に起因す るのか明 らかではない。そ こで本章で は鶏
初代 培養筋細胞 と樹立筋細胞 を用いて、筋細胞 の分化 に対す るPGE2の作用 を検
討 した。
筋細胞 の分化 に対す るPGE2の作用 を検討す る培養 系として、培養3日 目に
PGE2を添加 して48時間 の培養 を行 った。筋細胞 の分化マー カーで あるCPK活
性 はPGE2の添加濃度 の上昇 にともな って上昇 した(Fig.4-1)。培養終了時
の筋管 数(myotubeIlumber)はPGE210μMまでの添加では変動が見 られ な
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か っ た が 、Fusednuclei/myotubeはPGE2100μMを除 い て 、0.01～10μMの
添 加 で 有 意 に 上 昇 す る こ と が 認 め られ(Fig。4-2)、PGE2は 筋 管 形 成 を 促 進
す る こ と が 明 らか と な っ た 。 ま た 、 細 胞 内 の ミ オ シ ン 量 を モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 用 い たELISAで 検 討 した と こ ろ 、PGE210μMの 添 加 に よ り ミ オ シ ン 量 が 有 意
に 上 昇 す る こ と を確 認 した(Fig.4-3)。 以 上 の こ と か ら 、PGE2は 筋 細 胞 の
分 化 を促 進 す る こ と が 明 らか と な っ た 。
第5章 骨格筋細胞の増殖に対するPGE2の影響
PGE2は線維芽細胞や血管内皮細胞などの非筋細胞 の
増殖を促進することが樹立細胞系を中心として報告されている。本章では,
筋細胞の増殖に対するPGE2の作用を鶏初代培養筋細胞 と樹立筋細胞 を用いて検
討 した。
細胞培養 系におけ るPGE2の作用 を検討す るために、培養 開始後1日 目の細胞
増殖期 の実験系 にPGE2を添加 した。鶏筋細胞数 は培養 開始後24時間 まで経 時
的 に増加 したが、PGE2(0.01～100μ,M)の添加では細胞数 の増加 は認 め られ
なかった(Fig.5-1)。鶏のアキ レス腱 由来 の初代線維芽細胞 の培養 では
PGE2(10μM)の添加 で細胞数 の若干 の増加が見 られた(Fig.5-2)。これ ら
の事実 はPGE2は鶏筋細胞 の増殖 には ほとんど作用 しないが、線維芽細胞 に対 す
る増殖促進効果 を持 っ こと、そ して、第3章 で見 られたPGE2添加 によ る細胞 内
のDNA量 の増加 には、同時に存在 してい る線維芽 細胞等の非筋細胞 の増加 が一
部関与 している と考 え られた。
樹立筋細胞C2C12の培養系 にお いて も、PGE2の増殖促進効果 は認 め られな
か った。 また、L6筋細胞 を用 いて細胞周期 におけ るS期 のマー カー としてBrdU
を取 り込 ませた ところ、PGE2の添加 によ る変化 は見 られなかった(Fig.5-
3)。 このよ うに、PGE2は培養筋細胞の増殖には影 響 しない ことが明 らか に
な った。
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第6章 骨格筋細胞の筋形成に対する
PGE2の分化誘導機構
前章 までの結果 か ら、PGE2は筋形成 にお いて筋細胞 の分化 を促進 す る ことに
よ りタ ンパ ク質蓄積 の増加 に大 きな役割 を演 じて いる可能性が示 唆された。筋
細胞 の分化過程 は様 々な因子 によ り制御 されて いる。近年 にお けるWeintraub
ら(1987)によ るMyoDの発見やWrightら(1989)によ るmyogeninの発見
をは じめ とした多 くの研究 によって、筋細胞 の分化 に先 だってMyoDフ ァミリ
ーの遺 伝子群が発現す ることが示 されている。
本 章で は、鶏筋細胞 の初代培養系を用 いてMyoDフ ァミ リー遺伝子群 の発現
に対す るPGE2の作用 を経 時的 に検討 し、PGE2が筋細胞 の分化 の分子 生物学的
な制御 因子 として機能す るのか、 あるいは筋細胞 のfusion自体 を促進す るのか
な ど、PGE2の作用機作 を明確化す ることを試 みた。また、同時に樹●立細 胞で あ
るC2C12筋細胞 につ いて も免疫組織化学 的手法 も用 いてmyogeninの発現 を検
証 した。
培 養 筋 細 胞 にPGE2を 添 加 して 経 時 的 に 細 胞 を 回 収 し、tota1のmRNAを 抽 出
してfirststrandcDNAを作 成 し た 。MyoDお よ びmyogeninに特 異 的 なoligo
DNAprimerを 合 成 し、 そ の 発 現 量 をRT-PCRで 定 量 的 に 測 定 した と こ ろ 、
10μMのPGE2添 加 に よ りMyoDの 発 現 の 増 加 が 認 め られ た(Fig.6-1)。デ ン シ
トメ トリ ー に よ る 発 現 量 の 測 定 を行 っ た と こ ろ 、MyoDはPGE210μM添 加12時
間 で 急 上 昇 し、 発 現 も 早 ま る こ と が 示 さ れ た(Fig.6・2)。ま た 、myOgenin発
現 量 はPGE2を 添 加 し た い ず れ の 時 間 帯 で も高 い 値 を 示 し(Fig.6-3)、そ の 発 現
も早 め る 事 が 明 らか と な っ た 。 さ ら に 、C2C12細 胞 に お い て もPGE2の 添 加 に
よ りmyogenin陽性 細 胞 が 増 加 す る こ と が 観 察 さ れ た(Fig.6・4)。
以 上 の こ と か ら筋 細 胞 に お い てPGE2がMyoDフ ァ ミ リー 遺 伝 子 群 の 発 現 を 促
進 す る こ と が 明 らか に な り、 こ れ ら の 作 用 に よ り筋 細 胞 の 分 化 が 促 進 した も の
と考 え られ る 。
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第7章 総合考察
PGは 多機能 性 の生理活 性物質であ り、骨格筋 のタンパ ク質代謝 に関与す る
ことが報告 され て いる。 しか し、その機能 につ いては未だ一致 した見解 は得 ら
れてお らず 、 また筋形成 に対 す るPGの作用 と作用機作 につ いて も明 らか にされ
て いない。
本研究 は結果 は、PGE2は予定筋芽細胞 の増殖 は促進 しな いが、MyoDフ ァミ
リー の発現 を刺激 して、予定筋芽細胞か ら筋芽細胞へ の初期分 化 を促進 す る こ
とによ り筋芽細胞 の節管へ の分化 とそれ に引き続 く骨格筋タ ンパ ク質 蓄積 を促
進す ることを明 らかに した。 また、樹立筋細胞(C2C12細胞)に お いて も
PGE2はrnyogeninの発現 を高 めて筋細胞の分化 を促 進す ることを確 かめた。
これ らの結果 は、PGE2が骨格筋細胞 の分化促進 因子で ある ことを実証 してい
る。 さらに、鶏 ではPGE2が骨格筋 の筋形成過程 にお いて重要 な役割 を担 っ.た筋
形成制御 因子 で あ ることを明確 に示 して いる。 また、本研 究で示 されたPGの 新
たな生理 作用 とそ の作用機作 は、PG研 究 の進展 に寄与す'るだ けでな く、筋形成
の貴女 と制御 の可能性 を追求す る観点で も基礎的知見 を提供 した もの と考 え ら
れ る。
鶏では胚発生中から艀化後数 日間の栄養源である 「卵黄」中に、PGの前駆体
であるアラキ ドン酸を多量に含んでいる。また、艀化後終 日間は骨格筋におい
ても筋細胞数が増加 し、筋形成が引き続いて行われている。したがって、 「卵
黄」は単に栄養供給源 として機能 しているだけでな く、PGなどの骨格筋形成の
制御因子を供給する面でも重要な働きを持っていることが明らかになった。
食糧資源としての食肉の生産効率を向上させ る観点での研究が多面的に進め
られている現在、その有効な手段として.本 研究は動物の胚発生および初期成
長時に注 目し、PGおよびその誘導体、その前駆体であるアラキ ドン酸や脂肪酸
群などの代謝 と動態を生化学的あるいは栄養学的に調節することによ り、筋形
成そ して食肉生産 を増進す る可能性を新たに提示 した。
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Fig.2-2.ProteinaccumulationandDNAcontentof
musclecellsincultures.
Thecellswereincubatedinmediasupplementedwith
10%FBSand1.5%CEE.Mediumwerereplacedwith
freshmediumevery3days,
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propidiumiodide(upperleft)andFITC(upperright),
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Thecellswereincubatedwithavariousconcentrationof
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Thecellswereculturedwithmediumcontaining10%
FBSand1.5%CEEfor4daysandweresubsequently
incubatedinmediumcontainingPGs,L%FBS,0.5%CEE
andO.2mMaspirinfor2days.
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Thecellswereculturedwithmediumcontaining10%
FBSand1.5%aCEEfor4daysandweresubsequently
incubatedinmediumcontainingPGs,1%FBS,0.5%CEE
andO.2mMaspirinfor2days.
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Attheendoftheincubationfor48hourswithPGEa(shownabove)
,重h
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cellsforcountingofmyotubesandfusednuclei,cultureddisheswere
rinsed3timeswithPBSat37`C,fixedin44bparaformaldehyde-PBS
soiationfor5minandstainedwithhematoxylinefor20minatroom
temperature.Afterthestaining
,fusednucleiandmyotubeswere
countedinrandomlyselected12fieldsperdish.Thevalueswered
escribedaspersquarecm.
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Antibodydilution(XOx)
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Fortheavidine-biotincomplcx17.dSA,celLsincubatedfor48handwlleaedfrom
eachdisheswereh。m。9㎞iz弓4andapP脈cdfbrεロspe繭onw鵡highgo1tbuf甑40mM
sodiumpyrophospha[e,2mMEGTA,1mMmagnesiumchloride.]ncuba60nwas
performedat4Conmicrotiterplacefor14h.Theplatewassubsequenilywazheds
dmesandi"cuba【edwi山1%b◎vinesarumalロbminユnTBS(20mM・lr恥,500mM・NaCl)
solution[opreventfromabsorbingtheotherproteinssuchasantibodiestothewall.
Firstantibody(AG6:mouseIgG)diluted(shownabove)withPBSwhichreact
specificallywithmyosinheavychainofavianspecieswasappliedtoeachwellsand
incubatedforbindingwithantigcn,Washedplateswereincubatedwithbiotinylatedgoat
and・mouseIgG(Sigma)whichbin6m寵隠`antibody.'1「hcwashedweU脚crcplusedby
alkalinephosphataseconjugatedavidine.Thesubstratekit(Bio-RadLaboratories,lncj
wasaddedandmeasuredbycolorimettyat405nm.Theabsorbanceat405nmwas
d㏄eminedaf【or30minutesa巳37℃.
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Thenumberofmononucleatedmusclecellswerecountedusing
th C ultercounter.After24and48hoursincubationwithor
without1'GEz,detachedcellswereappliedforCoultercounter.
DatawereshownasmeansｱS.D.
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ThefibroblastswerepreparedbymigrationmethodfromAchillestendon
ofldayoldchick.Thenumberoffibroblas[swerecoun[edineachvea[ed
groupsusingCoul[ercounter.BeforetheadditionofPGEzinwells,basicc
ontrol(B/C'tL)groupwasassayedforcellcounting.Afterthe48h
incubationwithorwithoutPGEz(IOmNI),bothgroups(CTLandPGEz)
wereappliedforCouttercounter.DatawereshownasmeanstS.D..
a-BrdUa-PI
CTL
a-BrdUa-PI
PGEz
Fig.5-3.EjfectofPGEaonproliferationofL6musclecells.
L6musclecellswereseededattheconcentrationof50cellspersquare
mm.L6musclecellswerelabeledwith10ｵMBrdUforthelast4h
beforedoubleimmonostaining.Afterthe48hfromthestartofincubation
withorwithoutPGEz(10ｵN1),bothgroups(CTLandPGEz)werefixedb
y-20`irmethanol.ImmunofluorescenceofL6myoblastsstained
s蜘ui〔an60uslyweredeterminedwithanti・BrdUandpropidiumiodide
(PI).DatawereshownasmeanstS.D.
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culturedchickmusclecells:Timecourse.
MyoDgeneexpressionwasmeasuredbyquantitativeRT-PCRusing
totalcellularRNAfromcultureswhichwasincubatedfor.thetimeas
shownwithorwithoutPGEa(10ｵM).ToequalizeinputoftotalRNA,
thelevelofRNAfortheconstitutivelyexpressedGAPDHwas
de轍mi臓ed.PCR㈹actignwe㈹ 画b㎜edunder◎onditio且sof
lineazitywithrespecttoinputRNA.PCRamplificationwasperformed
inquadraplicate.
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Quan廿lalionofMyoDmRNAwasperビomledwhhR丁 一PCR.ThemRNA
werepreparedfromgrowingchickmyocytewhichwasincubatedwithor
withoutPGE2(IOｵM)Corindicatedtime.GAPDHmRNAexpressionwasused
asahousekeepinggene.Relativefrequency(betweenMyoDandGAPDH)was
calculatedfromdensitomevyofeachbandson1%agarosegelwhichwere
stainedbyethidiumbromide.
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expressioninC2C12cells.
C2C12cellswereincubatedwithout(A)orwith
(B)PGEz(10ｵM)for24hours.Thecellswere
fixedby99ｰ100fcoldmethanolandstainedby
specificmonoclonalantibodyformyogenin.
Myogeninwasdemonstratedbygreenfluorescent
ofFITC.
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論 文 審 査 結 果 要 旨
年々深刻化する食糧問題に関する重要課題の一つは高栄養食品としての食肉の生産性を高めること
にある。本論文では,肉生産の基盤となる骨格筋形成の制御が重要であることに立脚 して,特 に動物
の胚発生時期 と初期成長時では筋形成 ・タンパク質代謝が極めて活発であること,この間の主要な栄
養源である卵黄にはプロスタグランジン(PG)の前駆体であるアラキ ドン酸が多量含まれ ることに
注 目した。これ らの背景を基に,PGは動物の筋形成の調節因子の一つであるとの作業仮説を立て,
鶏骨格筋細胞の初代培養系を駆使 して仮説を実証す ると共に,PGの作用と作用機作を明らかにした。
まず,鶏 骨格筋細胞形成におけるPGの作用を検討するために,細胞培養法,添 加血清,内 因性の
PG合成の阻害法などを検討 し,筋細胞の増殖系 ・分化系 ・タンパク質蓄積系の検討 に適 した初代培
養系をそれぞれ確立した。
上記の培養系を用いてタンパク質蓄積に対するPGの作用についての検討を開始 し,PGE2とPGF2α
(0.1-10μM)は筋細胞のタンパク質蓄積 とミオシン蓄積を促進すること,その促進作用はPGE2がよ
り大きいこと,そ して両PG間には大 きな相互作用が見られないことな どを示した。
さらに,:筋形成過程の終末分化実験系を用い,10μMまでのPGE2は筋細胞のCPK活性を上昇させ
て筋管形成を促進すること,モ ノクロナル抗体を用いたELISA法で測定 した ミオシン量を増加 させ
ることを見いだした。同様の作用を樹立筋細胞であるマウスC2C12細胞を用いて再確認 し,PGE2が
筋細胞の終末分化の制御因子であることを初めて明らかにした。
一方,筋細胞の増殖系を用いてPGE2の作用を検討 したところ,細胞DNA量および細胞周期のS期
マーカーであるBrdUの取 り込みはPGE2添加では変化せず,PGE2は培養筋細胞 の増殖には影響 しな
いことを証明した。
PGE2の分化促進作用が初期分化過程で発現するMyoDファミリー遺伝子群の活性化に依存す るか
否かの検討を進めた。10μMのPGE2はMyoD-mRNAの発現を上昇させると共に発現を早め,ま た
PGE2添加後24時間までのmiogenin発現を有意に上昇させること,さ らにC2C12細胞で もmiogenin
陽性細胞数が増加することを示 した。これ らの結果から,PGE2がMyoDファミリー遺伝子群の発現
を促進することが明らか とな り,これらの作用によりPGE2は筋細胞の分化を促進するものと考えら
れた。
以上のように本論文は,PGが骨格筋細胞の分化促進因子であり『,またMyoDファミリー遺伝子群
発現の刺激因子であることを実証 した。本研究で示されたPGの新たな作用と作用機作 は今後のPG
の生理機能研究の進展に寄与するだけでなく,筋形成の制御の可能性,さ らには胚発生時期および初
期成長時に注 目した食肉生産の向上戦略への道を拓 くものとして,審査員一同は本研究者カミ博士(農
学)の学位を受けるに値するものと認定 した。
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